
™^»T» WELTORGANISATION FtJR OEISTIGES EIGENTUM 

ITV^X Internationales Bfiro ^ 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTUCHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikation 6 : 
A61K 31/425 



Al 



(11) Internationale Verdflentlichtingsntimmer: WO 97/40832 

6. November 1997 (06.11.97) 



(43) Internationales 

VerffTenUichungsdatum ; 



(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/DE97/00820 

(22) Internationales Anmeldedatum: 24. April 1997 (24.04.97) 



(30) Prioritatsdaten: 
196 16 486.9 



25. April 1996 (25.04.96) 



DE 



(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten ausser US)i HANS- 

KNdLL-INSTTTUT FOR NATURSTOFF-FORSCHUNG 
E.V. [DE/DE]; Beutenbergstrassc 1 1, D-07745 Jena (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): DEMUTH, Hans-Ulrich 
[DE/DE]; Hegelstrasse 14, D-061 14 Halle (DE). ROSCHE, 
Fred [DE/DE]; Benndorfer Strasse 18a, D-06184 Dieskau 
(DE). SCHMIDT, Jom [DE/DE]; Eichendorffstrasse 2, D- 
06114 Halle (DE). PAULY, Robert, P. [CA/CA]; 2631 
Fairview Crescent, Vancouver, British Columbia V6T 2B8 
(CA). MCINTOSH, Christopher, H., S. [CA/CA]; 605-2233 
Allison Road. Vancouver, British Columbia V6T 1T7 (CA). 
PEDERSON, Ray, A. [CA/CA]; 3876 West 23rd Avenue. 
Vancouver, British Columbia V6S 1K9 (CA). 



(81) Bestimmungsstaaten: AU, CA, CN, JP, KR, MX, NZ, RU, 
US, europaisches Patent (AT, BE, CH, DE, DK, ES. FI, 
FR, GB, GR, IE, IT, LU. MC, NL, PT, SE). 



Veroffentlicht 

M it inlernationalem Recherchenbericht. 

Vor Ablauf der fiir Anderungen der Anspriichc zugelassenen 

Frist Veroffentlichung wird wiederholt falls Anderungen 

eintreffen. 



(54) Title: USE OF D1PEPTIDYL PEPTIDASE IV INHIBITORS FOR LOWERING THE BLOOD GLUCOSE LEVEL IN MAMMALS 

(54) Bezeichnung: VERWENDUNG VON DIPEPTIDYL PEPTIDASE IV HEMMER ZUR SENKUNG DES BLUTGLUKOSESPIEGELS 
IN SAUGERN 



(57) Abstract 



The invention relates to the use of a method in which by reducing in the blood of a mammal by administration of effectors the enzyme 
activity of dipeptidyl peptidase (DP IV) or enzyme activity similar to DP IV, the endogenous (or additionally exogenously administered) 
insulinotropic peptide gastric inhibitory polypeptide 1-42 (GIPj.42) and glucagon-Iike peptide amide- 1 7-36 (GLP-I7-36) (or similarly GLP- 
l?.37 or analogues thereof) are decomposed in a causal sequence to a reduced extent by DP IV enzymes or those similar to DP IV. 
Consequently, the fall in the concentration of said peptide hormones or the analogues thereof is reduced or retarded. The increased stability, 
achieved by the action of DP IV effectors, of the incretine or the analogues thereof which are available endogenously or exogenously and 
consequently provided in increased numbers for insulinotropic stimulation of the incretine receptors of the Langcrhans cells in the pancreas, 
changes the power of endogenous insulin thereby stimulating the metabolism of carbohydrates in the treated organism. The blood sugar 
level therefore drops below the glucose concentration, characteristic of hyperglycaemia, in the serum of the treated organism. Metabolic 
anomalies such as glucosuria, hyperlipidemia, possible serious metabolic acidosis, diabetes mellitus. which result from higher concentrations 
of glucose in the blood over a longer period of time, are prevented or alleviated. The method according to the invention is a novel way of 
lowering high blood glucose concentrations. It is simple, commercially applicable and suitable for use in human medicine for treating, in 
particular diseases caused by above-average blood glucose levels. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erflndung beinhaltet die Anwendung eines Verfahrens, bet dem durch die Reduktion von Dipeptidyl Peptidase (DP 1V-) bzw. DP 
IV-analoger Enzymaktivitat im Blut eines Saugers durch Verabreichung von Effektoren, in kausaler Folge die endogenen (oder zusalzlich 
exogen verabreichten) insulinotropen Peptide Gastric Inhibitory Polypeptide 1-42 (GIP1.42) und Glucagon-Like Peptide Amide- 1 7-36 
(GLP-I7-36) (o.a. GLP-I7-37 oder dcren Analoga) durch DP IV- und DP IV-ahnliche Enzyme vermindert abgebaut werden und damit die 
Konzentrationsabnahme dieser Peptidhormone bzw. ihrer Analoga vcrringert bzw. verzogert wird. In Folge dieser, durch die Wirkung 
von DP IV-Effektoren erzielten, erhohten Stability der (endogen vorhandenen oder exogen zugefDhrten) Incretine oder ihrer Analoga, 
die damit vermehrt fur die insulinotrope Su'mulierung der Incretin-Rezeptoren der Langerhansschen Zellen im Pankreas zur VerfUgung 
stehen, ventndert sich die Wirksamkeit von kdrpereigencm Insulin, was eine Stimulierung des Kohlehydratstoffwechsels des behandelten 
Organismus nach sich zieht. Als Resultat sinkt der Blutzuckerspiegel unter die fur Hyperglykamie charakteristische Glukosekonzentration 
im Serum des behandelten Organismus. Damit konnen Stoffwechselanomalien wie Glukosurie. Hyperlipidamie sowie mogliche schwere 
metabolische Azidosen, Diabetes mellitus, die die Folge langerer, erhohter Glukosekonzentrationen im Blut sind, verhindert bzw. gemildert 
werden. Das erfindungsgemafle Verfahren stellt eine neuartige Herangehensweise zur Senkung erhdhter Blutglukosekonzentration dar. Es 
ist einfach, kommerziell mitzbar und zur Apwendung bei der Therapie, insbesondere von Erkrankungen. die auf aberdurchschnittlichen 
Blutglukosewerten basieren, in der Humanmedizin geeignet. 
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VERWENOUNG VON OIPEPTIDYL PEPTIDASE IV HEHMER ZUR SENKUNG DES BLUTGLUKOSE- 
SPIEGELS IN SAUGERN 

Die Erfindung betrifft ein einfaches Verfahren zur Senkung der Blutzuckerkonzentration mit 
Hilfe von aktivitatsmindernden Effektoren (Substraten, Pseudosubstraten, Inhibitoren, Bin- 
5 dungsproteinen, Antik6rpern u. a.) fiir Enzyme mit vergleichbarer oder identischer Aktivitat 
zur enzymatischen Aktivitat des Enzyms Dipeptidyl Peptidase IV. 

Neben Proteasen, die in unspezifische Proteolyse einbezogen sind, was letztlich den Abbau 
von Proteinen zu Aminosfiuren bewirkt, kennt man regulatorische Proteasen, die an der Funk- 
tionalisierung (Aktivierung, Deaktivierung, Modulierung) von endogenen Peptidwirkstoffen 

10 beteiligt sind [KIRSCHKE, H., LANGNER, J., RIEMANN, S., WIEDERANDERS, B., AN- 
SORGE, S. and BOHLEY, P., Lysosomal cysteine proteases. Excerpta Medica (Ciba Foun- 
dation Symposium 75), 15 (1980); KRAUSSLICH, H.-G. and WIMMER, E., Viral Proteina- 
ses. Ann. Rev. Biochem. 57, 701 (1987)]. lnsbesondere im Zusammenhang mit der Immunfor- 
schung und der Neuropeptidforschung sind eine Reihe solcher sogenannten Konvertasen, Si- 

15 gnalpeptidasen oder Enkephalinasen entdeckt worden [GOMEZ, S., GLUSCHANKOF, P., 
LEPAGE, A., MARRAKCHI, N. and COHEN, P., Proc. Natl Acad Sci USA 85, 5468 
(1988); ANSORGE, S. and SCHON, E„ Histochem. 82, 41 (1987)]. 

Aufgrund der Haufigkeit des Vorkommens der Aminosaure Prolin in einer Vielzahl von Pep- 
tidhormonen und den damit verbundenen Struktureigenschaften dieser Peptide wird fiir pro- 

20 Unspezifische Peptidasen eine den Signalpeptidasen analoge Funktion diskutiert [YARON, 
A., The Role of Proline in the Proteolytic Regulation of Biologically Active Peptides. Biopo- 
lymers 26, 215 (1987); WALTER, R:, SIMMONS, W.H. and YOSHIMOTO, T., Proline Spe- 
cific Endo- and Exopeptidases. Mol Cell Biochem. 30, 111 (1980); VANHOOF, G., 
GOOSSENS, F., DE MEESTER, L, HENDRIKS, D. and SCHARPE, S., Proline motifs and 

25 their biological processing. FASEB Journal 9, 736 (1995)]. Dabei bestimmt Prolin in diesen 
Peptiden durch seine besondere Struktur sowohl Konfoimation als auch Stability dieser Pep- 
tide, indem sie vor Abbau durch unspezifische Proteasen schutzt [KESSLER, H., Konforma- 
tion und biologische Wirkung von zyklischen Peptiden. Angew. Chem. 94, 509 (1982)]. En- 
zyme, die dagegen hochspezifisch strukturverSndernd auf Prolin-haltige Sequenzen einwirken 

30 (HIV-Protease, Cyclophylin u. a.) sind attraktive Ziele der aktuellen Wirkstoff-Forschung. 
lnsbesondere fur die nach dem Prolin spaltenden Peptidasen Prolyl Endopeptidase (PEP) und 
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Dipepndyl Papuan* IV (DP IV) konn.en Beziehnngen zwischen der MoehMon der biotegi- 
scben AM von Ziehen PepudsubsMUn und deeen server Spatang duech d.ese 
Enzyme wahrscbeinlich ge^ach. weaden. So ninun, man nn. daB PEP eine Ro„e beta Lemen 

mw „ n einbezogen is, [ISHIURA, S., TSUKAHARA, T, TABIRA, T„ SfflM.rU T 
ARAHATA K. and SUGITA, H.. FBM— 260, ,3, (.990); HEGEN. M., MEDOBt 
TEK, G, KLEIN, C.E., STEIN, H. and FLEISCHER, B„ I of I****** 144, 2908 
(1990)]. 

Mnlicn wio die an0en.nden.Uche MtaptfW d*see Enzyme wbd ihre hohe M*M> 
fflr die Aminosaure Alanin innerhalb .ypiache, Etonung^onen in &***» 
zyme aisbnuen, wonaeb Atanln-balUge Pepude anliche Konfozmauonen ashmen b5„nen 
1 su.10uzana.oge Pnolin-baluge Pepbde. KOrzlich wmden derange Eigenschanen Alanm- 
taUiger PepbdbeUen duacb Puto-on (Austausch von Paolin gegen Alanin, nacbgevne. 
sen [DODGE, R.W. and SCHERAGA, H.A., Fo,ding and urfolding nineues of.be pzohnMo- 

DP ,v- bzw. DP .V-anamge Abuvnb. (, B. besbz, die cyiosobscbe DP 1. erne dez DP W 
^ idenusche SubsUaaspezif,* komm. >■» Bhnkaeislauf voz, wo aie boc^flacb D- 
^* von, N-Tezminus bio,ogiscb ak.ivez Pep-idc abspaReU wen, Peobn odea Afcmnd* 
JL— Res.e dee H— Aminos^ in dezen See.nena daas.e.,e„. Desh.b W 
,„ aavon ausgegangen, dan dieses Enzyn, an dez Regula,ion von Polypcpuden . . n« « 
* [VANHOOF, G„ GOOSSENS, F„ DE MEESTER, ... HENDRIKS, D. and SCHARPE, S„ 
P ro Una m obfsand*e i ab i o.ogiea l paoc=aaing, f . S Eo^9,736(.995,,. 

Die G.u.co^ga. —pa, Po.^ Gaaoic Inhibit «^**^ 
(GI P,.,, und Ghaoagon-Uke Pepude An.dc. 7-3 6 (GUM,,,. Hormone, d,e d,e Gtoko*- 

,V, da aie von den N-tenninaten Seepzenzeu diesee Pepude die Dipepu e 
bzw. HisudybAUnin in vbzo nnd in * abspaHen kann ,MENTLEm, 
an, SCHMIDT, W.E.. Dipepudy. Pepudaae ,V nydzo,yzes gasuie inb.m.or, P» b£» . 
gta cogon-like pepude-.a^amide. pepude bisddina mednonine and . aespons.b.e foa u,«,e 
,0 deg ra da.io»inhnman S en J m.Ena.;.nioc»e m .214,g29(1993)l. 

no rv bzw DP IV-analogea Enzymakbvilat zuz Spaltung solchcr 
Die Reduktion dezazuges DP IV- bzw. vr >v »n 6 
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Substrate in vivo kann dazu dienen, unerwiinschte EnzymaktivitMt unter Laborbedingungen als 
auch in pathologischen Zustanden von Sauger-Organismen wirksam zu unterdriicken [DE- 
MUTH, H.-U., Recent developments in the irreversible inhibition of serine and cysteine pro- 
teases. J. Enzyme Inhibition 3, 249-278 (1990); DEMUTH, H.-U. and HEINS, J., On the ca- 
5 talytic Mechanism of Dipeptidyl Peptidase IV. in Dipeptidyl Peptidase IV (CD 26) in Meta- 
bolism and the Immune Response (B. Fleischer, Ed.) R.G. Landes, Biomedical Publishers, 
Georgetown, 1-35 (1995)]. Z. B. basiert Diabetes mellitus Typ II (auch Altersdiabetes) auf 
einer verminderten Insulinsekretion bzw. StSrungen in der Rezeptorfunktion, die u. a. in pro- 
teolytisch bedingten Konzentrationsanomalien der Incretine begriindet sind [BROWN, J.C., 

10 DAHL, M., KWAWK, S., MCINTOSH, C.H.S., OTTE, S.C. and PEDERSON, R.A. Peptides 
2, 241 (1981); SCHMIDT, W.E., SIEGEL, E.G., GALLWITZ, B. KUMMEL, H., EBERT, R. 
and CREUTZFELDT, W., Characterization of the inulinotropic activity of fragments derived 
from gastric inhibitory polypeptide. Diabetologia 29, 591A (1986); ADELHORST, K., HE- 
DEGAARD, B.B., KNUDSEN, L.B. and KIRK, O., Structure-activity studies of glucagon- 

1 5 like peptide. J. Biol Chem. 296, 6275 (1 994)]. 

HyperglykSmie und damit verbundene Ursachen bzw. Folgeerscheinungen (auch Diabetes 
mellitus) werden nach gegenwartigem Stand der Technik durch die Verabreichung von Insulin 
(z.B. von aus Rinderpankreas isoliertem oder auch gentechnisch gewonnenem Material) an 
erkrankte Organismen in verschiedenen Darreichungsformen behandelt. Alle bisher bekann- 

20 ten, als auch die moderneren Verfahren zeichnen sich durch hohen Materialaufwand, hohe 
Kosten und oft durch entscheidende BeeintrSchtigungen der Lebensqualitat der Patienten aus. 
Die klassische Methode (tagliche /.v.. Insulin-Injektion, Qblich seit den dreiBiger Jahren) be- 
handelt die akuten Krankheitssymptome, fiihrt aber nach langerer Anwendung u. a. zu schwe- 
ren GefaBveranderungen (Arteriosklerose) und Nervenschadigungen [LACY, P., Status of 

25 Islet Cell Transplantation. Diabetes Care 1 6 (3) 76 ( 1 993)]. 

Neuerdings wird die Installation subkutaner Depot-Implantate (die Insulinabgabe erfolgt do- 
siert, und die taglichen Injektionen entfallen) sowie die Implantation (Transplantation) intak- 
ter Langerhansscher Zellen in die fiinktionsgestarte PankreasdrQse oder andere Organe und 
Gewebe vorgeschlagen. Derartige Transplantationen sind technisch aufwendig. Weiterhin 
30 stellen sie einen risikobehafteten chirurgischen EingrifF in den Empfengerorganismus dar und 
verlangen auch bei Zellverpflanzungen nach Methoden zur Suppression bzw. der Umgehung 
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, ™ ILACY P Treruing Diabetes tvi* Transplant Cells. Sri. Americ. 273 
des Immunsystems [LA..7. r~ a 

(1)40-46(1995)]. 

rv - , ehs, orale Appltotlo. hoehaffiner, niedermolekularcr EnzyminhibUoren dagegen « 
dK kostengunsngete „ frnden „— - 

I™^va. 1— aa - als AIDS-Virostatika. 

Dutch cbemischea D J" ^ ab6esttom , »erde» 

[SANDLER, M. - r™^^ ,1 shephERD, T.A., JUNGHE1M, UK, 

U " iV ^ W^H S ™. M.A., W1SKERCHEN, M.A. SU, K.S., 
HORNBACK W^HATCa , m „ Polrat , orrfly bioavailable 

CAMPANALE, K.M.. BAXTER, A.)., , cfcm 

HIV.l protease toh.biu.ts oonuining noneoded D-am.no ac,ds. Smog 

Ie««5(23)2897 (1995)). 

• <■ ,™t neuartiaes Verfahren zur Senktmg des Blutgluko- 
Kegels, das erfindungsgenttO 

v„„Eff*otenaneinen SS »ge«.tgan. S m»s,.nKWe,F g ^ 



20 

gert wird. 



gen wiru. . . 

0. Erfndung .tog. - .be— Belbnd zugrund, - ~ 
toslauf agietnnden DP IV- cdet DP .V-innlichen et^sehen Ak,,v,.a. Itausa 
flussungdeaBto^togelsfUhrt.Es.andegefunden.daB 

• , v„a DP IV- baw. DP lV-analoger Aktivifflt an relaliver StobthBts- 
25 ,. dieVernnndenangvonDP V ^ ^ ^ lKre dne (odet de.n AnaJo- 
erhohung det Glukose-sn.nul.et.en, oder extern zuge 
-0 zw Edge ha., d.h. dutch Ap P l Won von EffekUKen det DP IV baw. 
Proteine der Increlta-Abbau im Bta. kontroUiert werden kann. 
2 ^biotogisobe Abbaoa.bil.de, tneredoe . ** dner Ma)oga, eine WiHtongs- 
30 vertndenmgendogenen insulins aorFolgeh... 
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3. die durch Reduktion der DP IV- bzw. DP IV-analogen enzymatischen Aktivitat im Blut 
erzielte Stabilitatserhohung der Incretine in nachfolgender Veranderung der Glukose- 
induzierten lnsulinwirkung resultiert und damit zu einer mittels DP IV-Effektoren kon- 
trollierbaren Modulierung des Blut-Glukosespiegels fuhrt. 

5 Die Erfindung betrifft somit die Verwendung von Effektoren der Dipeptidyl Peptidase VI (DP 
IV)- bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat. Zur Senkung des Blutzuckerspiegels unter die fur 
Hyperglykaemie charakteristische Glukosekonzentration im Serum eines Sauger-Organismus. 
Insbesondere betrifft die Erfindung die Verwendung von Eflfektoren der DP IV- bzw. der DP 
IV-analogen Enzymaktivitat an Saugern der Verhinderung oder Milderung pathologischer 

10 Stoffwechsel-Anomalien von Sauger-Organismen ausgewahlt aus Glukosurie, Hyperlipidae- 
mie, metabolischer Azidosen und Diabetes Mellitus. In einer weiteren bevorzugten Ausfiieh- 
rungsform betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Senkung des Blutzuckerspiegels unter 

die fur Hyperglykaemie charakteristische Glukosekonzentration im Serum eines Sauger- 
Organismus, das dadurch gekennzeichnet ist, dafl man einem Sauger-Organismus eine thera- 
15 peutisch wirksame Menge eines Effektos der DP IV- bzw. der DP IV-analogen Enzymakti- 
vitat vcrabreicht. 

In einer zweiten bevorzugten Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung Effektoren der DP IV- 
bzw. der DP IV-Analogen Enzymaktivitat zur Anwendung in einem Verfahren zur Senkung 
des Blutzucker-Spiegels unter die fiir Hyperglykaemie charakteristische Glukose-Konzentrati- 
20 on im Serum eines Sauger-Organismus. 

Die erfindungsgemaB applizierten Effektoren der DP IV- bzw. DP IV-analoger Enzyme kon- 
nen in pharmazeutisch anwendbaren Formulierungskomplexen als Inhibitoren, Substrate, 
Pseudosubstrate, Inhibitoren der DP IV-Expression, Bindungsproteine oder Antikorper dieser 
Enzymproteine oder Kombinationen aus diesen verschiedenen Stoffen, die DP IV- bzw. DP 

25 IV-analoge Proteinkonzentration im Saugerorganismus reduzieren, zum Einsatz kommen. 
ErfindungsgemSBe Effektoren sind z.B. DP IV-Inhibitoren wie die Dipeptidderivate bzw. Di- 
peptidmimetika Alanyl-Pyrolidid, Isoleucyl-Thiazolidid sowie das Pseudosubstrat N-Valyl- 
Prolyl, O-Benzoyl Hydroxylamin. Derartige Verbindungen sind aus der Literatur bekannt 
[DEMUTH, H.-U., Recent developments in the irreversible inhibition of serine and cysteine 

30 proteases. J. Enzyme Inhibition 3, 249 (1990)] oder in Analogie zu den in der Literatur be- 
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Ausfuhrungsbeispiele 

Beispiel J: Inhibierung der DP IV-katalysierten Hydrolyse der Incretine GIP^ 2 und 
G LP -l7„36 in situ 

5 

Sowohl in vitro mit gereinigtem Enyzm als auch in situ, z.B. in gepooltem humanem Serum, 
kann man die Hydrolyse der Incretine, verursacht durch DP IV- bzw. DP IV-analoge Aktivi- 
tat, nachweisen bzw. mit Hilfe von Inhibitoren unterdrilcken (Abb. 1). 

ErfindungsgemaB erreicht man in situ bei Inkubation von 30 nM GIP M2 bzw. 30 fiM 
io GLP-1 7 . 36 und 20 \xM Isoleucyl-Thiazolidid (la), einem reversiblen DP IV-Inhibitor in 20 %- 
igem Serum bei pH 7.6 und 30 °C die komplette Unterdriickung der Enzym-katalysierten Hy- 
drolyse beider Peptid-hormone innerhalb von 24 Stunden (lb und lc, jeweils obere Spektren. 
Synthetisches GIP M2 (5 |iM) und synthetisches GLP-1 7 . 36 (15 ^M) wurden mit humanem 
Serum (20 %) in 0.1 mM TRICINE Puffer bei pH 7.6 und 30 °C fiir 24 Stunden inkubiert 
15 Proben der Inkubationsansatze (fur G1P M2 2.5 pmol und im Falle von GLP-1 M6 7.5 pmol) 
wurden nach verschiedenen Zeiten entnommen. Die Proben wurden mit 2\6'-Dihydroxy- 
acetophenon als Matrix co-kristallisiert und mittels MALDI-TOF-Massen-spektrometrie ana- 
lysiert. Die Spektren (Abb. 1) stellen Akkumulationen von 250 einzelnen Laserschussen pro 
Probe dar. 

20 (lb) Die Signale im Bereich von m/z 4980.1 ± 5.3 entsprechen GIP M2 (M 4975.6) und m/z 
4745.2 ±5.5 dem DP IV-Hydrolyseprodukt GIP 3 ^ 2 (M 4740.4). 

(lc) Die Signale m/z 3325.0 ± 1.2 entsprechen GLP-1 7 . 36 (M 3297.7) und m/z 3116.7 ± 1.3 
dem DP IV-Hydrolyseprodukt GLP-1 W6 (M 3089.6). 

In den Versuchsansatzen ohne Inhibitor wurden die Incretine in dieser Zeit fast vollstandig 
25 abgebaut (Abb. 1 b und 1 c, jeweils untere Spektren). 



10 
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\ riPliK dutch den DP IV-Inhibitor lsoleucyl- 

Beispi el2: InnmeWdesAbbausvonGLP-lj-Se*" 

Thiazolidid in vivo. 

■ /u- r\ p i ^ im Serum der Ratte in 
o Arr nativen lncrettne (hier GLP- W im OCI 

, 5 ^UOM— * udidvonca .0.1 ^gUbo^ctato 

Minut e„ „a*b «W» ^ , „ MCiypM) . BU^ben 

r;rz^r»" 

relMiv z»m MsKimum angegeben). 

^W, ^^^^^^ 

0 • \:~*» n Ratte kann durch i.v. Gabe 

, 1 fl / /MniektionGlukose-stimuherten Ratte, Kara 
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Die Versuchstiere (n = 5, mannliche Wistar-Ratten, 200-225 g) erhielten als Initialdosis 
1.5 |*M Isoleucyl-Thiazolidid in 0.9 %-iger Kochsalzldsung (A) oder gleiche Volumina 
0.9%-ige Kochsalzlosung ohne Inhibitor (■) (Kontrollgruppe n = 5). Die Versuchsgruppe 
erhielt weiterhin eine Infusion des Inhibitors von 0.75 \xM/m\n tiber 30 min Versuchszeit (*). 
5 Der Kontrollgruppe wurde im gleichen Zeitraum eine Inhibitor-freie 0.9%-ige Kochsalzlo- 
sung infundiert. Zum Zeitpunkt t=0 erhielten die Tiere Id eine Glukosedosis von lg/kg 40%- 
iger Dextroselosung (w/v). 

Allen Versuchstieren wurden Blutproben in zehn Minutenabstanden entnommen. 

Glukose Messungen erfolgten am Vollblut (Lifescan One Touch II analyzer) wahrend die DP 
io IV-Aktivitat und die Insulinkonzentrationen im Plasma bestimmt wurden. 

Der hier angewandte Insulintest ist empfindlich zwischen 10 und 160 mU/ml [PEDERSON, 

R.A., BUCHAN, A.M.J., ZAHEDI-ASH, S., CHEN, C.B. & BROWN, J.C. Reg. Peptides. 3, 

53-63 (1982)]. Die DP IV-Aktivitat wurde spektralphotometrisch bestimmt [DEMUTH, H.-U. 

and HEINS, J., On the catalytic Mechanism of Dipeptidyl Peptidase IV. in Dipeptidyl Pepti- 
15 dase IV (CD 26) in Metabolism and the Immune Response (B. Fleischer, Ed.) R.G. Landes, 

Biomedical Publishers, Georgetown, 1-35 (1995)]. Alle MeBwerte sind als Mittelwerte mit 

Standardabweichung angegeben. 
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Abb. 1 : MALDI-TOF-Analyse der DP IV-katalysierten Hydrolyse von GIP M2 (b) und 
GLP-7-36 und deren Hemmung durch Isoleucyl-Thiazolidid (a). 
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Abb. 3: EinfluB des DP IV-Inhibitors Isoleucyl-Thiazolidid auf verschiedene Blutparameter 
der /.rf.-Glukose-stimulierten Ratte. 
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